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@ Procede de preparation de lignees celtulaires stables pour la production de proteines determtnees, a partir d'animaux 
transgeniques; lignees cellulaires tumorales et proteines obtenues. 

(g) L'invention concerns un procede de preparation d'une 
lignee ceUulaire stable pour la production d'une proteine 
determtnee, par I'induction de tumeurs dans des animaux 
transgeniques et la selection des descendants ayant deve- 
loppe des tumeurs. Dans une variante, on introduit dans des 
animaux transgeniques la sequence codant pour la proteine, cn 
selectionne les descendants ayant integre la sequence, e: cn 
fusionne les lymphocytes de Ja rate de ces animaux avec des 
cellules de myelomes. Dans les deux variantes. Iss lignees 
cellulaires derivees des tumeurs produisent des proteines 
notamment d'interet therapeutique. 
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Description 

PROCEDE DE PREPARATION DE LIGNEES CELLULAIRES STABLES POUR LA PRODUCTION DE 
PROTEINES DETERMINEES, A PARTIR D'ANIMAUX TRANSGENIQUES ; LIGNEES CELLULAIRES 

TUMORALES ET PROTEINES OBTENUES, 

5 L'invention concerne la mise au point de nouvelles lignees cellulaires pour ia production de proteines 
complexes. 

Depuis quelques annees, un nombre de plus en plus important de proteines a ete produit par les techniques 
de I'ADN recombinant (hormones, lymphokines ...) dans differents types de cellules hotes, bacteries ou 
levures. Dans de nombreux cas, ces microorganismes apparaissent comme des moyens de production 

W efficaces et rentables parce que ieur genetique et leur physiologie sont bien connues et les techniques de 
fermentation, a I'echelfe industrielle, sont bien maTtrisees. 

Cependant, pour des proteines complexes qui ne sont actives qu'apres avoir subi des modifications 
post-traductionnelles, on a constate que I'expression dans les bacteries et les levures ne permet pas toujours 
de telles modifications. Dans ces cas la, on n'obtient pas de proteines biologiquement actives. Par exemple, 

15 on sait que des molecules d'tmportance therapeutique comme les facteurs VIII et IX de la coagulation 
sanguine doivent etre produites dans des cellules de mammiferes, et peut etre meme dans des types 
cellulaires specifiques. 

De nombreuses etudes tentent done de mettre au point des systemes psrformants qui permettent 
I'expression de genes etrangers clones dans des cellules eucaryotes superieures. 
20 Les differents travaux realises se sont heurtes a un certain nombre de difficultes telles qu'un rendement pas 
toujours satisfaisant, un faible nombre de systemes performants, I'instabilite des genes etrangers transfectes, 
ou encore la necessite, pour la production de proteines teiles que le facteur IX qui doivent subir des 
modifications post-traductionnelles complexes, de choisir un type bien specifique de cellules. 

La presente invention vise a mettre au point de nouvelles approches experimentales pour la production de 
25 proteines recombinantes complexes par les lignees cellulaires qui, au moins partiellement, ne presentent pas 
les inconvenients mentionnes ci-dessus. 

Pour atteindre son but, ('invention propose d'utiliser les techniques permettant la creation d'animaux 
transgeniques. 

Les techniques qui permettent la creation de souris transgeniques sont bien decrites (voir revue de Palmiter 
30 et Brinster, 1986). En resume, une preparation d'ADN comportant un gene etranger entoure des signaux de 
controle appropries pour permettre son expression dans ies cellules superieures, est microinjectee in vitro 
dans le pronucleus d'un oeuf fertilise. 

Les oeufs injectes sont transplantes dans des femelles porteuses. Parmi les souriceaux qui parviennent a 
terme, le gene etranger ou "transgene" est integre dans (e materiel chromosomique a une frequence de 10 a 
35 15 %. Dans la majorite des cas, le gene est integre dans les cellules germinates et devient ainsi transmissible 
aux generations suivantes de souriceaux. 

Des techniques semblables ont egalement ete decrites pour d'autres especes animates (pore, mouton, 
vache). 

On constate generalement que ies souris transgeniques expriment le "transgene ' specifiquement dans 

40 certains tissus qui reproduisent I'environnement nature! ou le gene est exprime. dans son hote d'origine. Par 
exemple. les souris transgeniques porteuses du gene de I'elastase du rat synthetisent de I'elastase de rat 
dans leur pancreas (Swift et a!. 1984) ; le gene de I'a-antitrypsine humaine est exprime a un haut niveau dans le 
foie des souris (Sifers et al. 1987). Cette specificite tissulaire est souvent determinee par les sequences du 
promoteur (ou proches de celui-ci) du gene etranger. Ceci est demontre par 1'etude de fusions entre des 

45 genes et des promoteurs heterologues. Par exemple la fusion du gene CAT (chloramphenicol 
acetyltransferase) de bacterie avec le promoteur du gene de la proteine aA du cristallin de souris, entraine la 
synthese de CAT dans le cristallin des souris transgeniques et une regulation de son expression au cours du 
developpement de la souris (Overbeek et al. 1985). 

II est done possible de dinger ('expression des genes vers certains tissus ou categories de tissus, dans les 

50 animaux transgeniques, en utilisant des sequences promoteur appropriees. Plusieurs travaux decrivent 
I'expression d'oncogenes cellulaires ou viraux dans les souris transgeniques, par exemple c-myc, c-ras, c-fos 
et I'anttgene T du SV40 (Adams et al. 1985 ; Quaife et al. 1987 : Rutner et al. 1987 : Palmiter et al. 1987). 

L'expression de ces oncogenes peut aboutir au developpement de tumeurs dans les tissus qui Texpriment. 
Par exemple, des constructions d'ADN qui component l'oncogene c-myc et une sequence "enhancer" 

55 proximaie de la chaTne lourde des immunoglobulines (Ig) induisent, dans les souris transgeniques, des 
tumeurs lymphoTdes les lignees cellulaires B. dont la specificite est due a I'effet du ''enhancer 1 ' de Tig (Adams 
et al. 1985). 

Ces experiences montrent done qu'il est possible de provoquer ('apparition d'une tumeur dans un tissu ou 
dans un type de cellule choisi, en utilisant un oncogene approprie et un promoteur et/ou un "enhancer" 
60 specifique d'un tissu. 

Les tumeurs induites artificiellement par ces consstructions d'ADN peuvent etre mises en culture in vitro et 
on peut en deriver des lignees cellulaires etablies. Adams et al. (1986) ont decrit la selection de lignees 
permanentes de cellules B a partir de tumeurs induites par I'expression constitutive de c-myc. 
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La presente invention vise a fournir un nouveau procede permettan: la preparation c'une proline 
determinee, ce procede utilisant la technique de creation d'animaux transgeniques. 

Plus precisement, 1'invention a pour objet un procede de preparation d'un.e iignee celiuiaire stable 
produisant une proteine determinee, caracterise en ce que : 

a) - on prepare un vecteur comportant 5 

- une sequence oncogene ainsi que les elements assurant son expression dans une celluie eucaryote 
- superieure, 

- un bloc d'expression qui comprend au moins la sequence codant pour ladite prcieine ainsi cue les 
elements assurant son expression dans une cellule eucaryote superieure tumorale : 

b) - on introduit ce vecteur dans un ou plusieurs oeufs d un animal et on reimplante ie ou les oeufs :o 
obtenus ; 

c) - on selectionne les descendants ayant integre ( oncogene et qui developpent des tumeurs ; 

d) - on preleve et on cultive sur un milieu approprie les cellules tumoraies ainsi obtenues et qui 
produisent la proteine determinee afin d'obtenir une Iignee celiuiaire. 

Sous un des aspects de 1'invention, on peut, avant leur mise en culture, reimplanter les cellules tumoraies ?5 
plusieurs fois successivement dans d'autres animaux. 

Dans une variante du procede selon i'invention, on peut produire la proteine determinee de la facon suivante 

a) - on prepare un vecteur comportant 

- un bloc d'expression qui comprend au moins la sequence codant pour ladite proteine ainsi que les 20 
elements assu rant son expression dans une cellule eucaryote superieure : 

b) - on introduit ce vecteur dans un ou plusieurs oeufs d'un animal et on reimpiante le ou les oeufs 
obtenus ; 

c) - on selectionne les descendants ayant integre la sequence codant pour ladite proteine : 

d) - on fusionne les lymphocytes de ta rate de ces animaux avec des cellules de myelome et on 25 
selectionne des clones d'hybridome produisant la proteine. 

[.'invention propose en particulier des moyens pour donner une specif icite tissulaire a i'expression de 
['oncogene, de la proteine determinee, ou des deux. 

II s'agit par exemple d'utiiiser des signaux de controle puissants de Texpression dans les cellules 
lymphoTdes pour optimiser la production de proteines etrangeres dans les transhybridomes. jo 

L'induction specifique de tumeurs dans les souris transgeniques peut etre declenchee par differents 
oncogenes et ceux-ci peuvent etre places sous le controle de differents promoteurs pour influencer la 
specificite tissulaire de la reponse. 

On appellera "oncogene" dans la presente description le gene ayant la capacite d'induire c'nez I'animal une 
proliferation celiuiaire du type de ceite qui conduit a la formation de tumeur. _-5 

Parmi les oncogenes utilisables, il faut citer plus particulierement les oncogenes d'origine virale quel:es que 
soient leurs origines. Ainsi, il-faut citer les oncogenes tels que c-myc. c-ras, c-fos ou lantigene T de SV40. 
mais d'autres oncogenes peuvent etre envisages tels que les oncogenes src, erb. myb et one par exemple. 

De facon generate, le vecteur comportera a iitre d'elements d"expression tant de ('oncogene que de la 
sequence codant pour la proteine, un promoteur et egalement un activateur de transcription ("enhancer"). 40 

Par exemple, !e promoteur et 1'activateur de transscription ("enhancer'*) de ia chaine lourde des Ig peuvent 
etre utilises pour dinger I'expression vers tes cellules lymphoides ; I'iniroduction de c-myc ou de lantigene T 
de SV40 dans la meme construction, induira le developpement de lymphomes invasifs. 

Selon le meme principe. pour induire des tumeurs du foie on utrlisera des promoteurs specifiques des 
cellules hepatiques pour dinger I'expression de I'oncogene. On utilisera par exemple le promoteur de 45 
I'a-antitrypsine, du facteur VIM ou du facteur IX ou de I'albumine. 

Theohquement, on peut induire une tumeur de n'importe quel type de cellule pour autant que Ton associe le 
promoteur, le "enhancer" et I'oncogene appropries. 

Plus particulierement, pour engendrer des tumeurs produisant une proteine etrangere. ce qui constitue 
I'objet de la presente invention, on placera le gene etranger sous le controle d un promoteur efficace dans les 50 
cellules tumoraies. 

Ainsi dans le cas des cellules lymphoides on a constate que les elements regulateurs de I immunoglobuline 
etaient particulierement efficaces. 

Plus particulierement, dans le cas des cellules de lymphome induites par c-myc sous le controie du 
promoteur et du "enhancer" 1 de la chaine lourde des Ig, les genes etrangers peuvent etre places sous le 55 
-controle du promoteur de la chaine iegere des Ig. et egalement sous ['influence du meme element "enhancer" 
de la chaine lourde. (On peut indifferemment inver ser les 2 promoteurs et placer le gene etranger sous le 
controle du promoteur de ta chaine lourde et ('oncogene sous le promoteur de la chaine Iegere). 

Ce type de construction aboutit a une secretion efficace de la proteine etrangere par la cellule tumorale. 
aussi bien in vivo (dans ce cas la proteine se retrouve dans la circulation sanguine de la souris transgenique) et 50 
in vitro apres mise en culture de lignees cellulaires derivees des tumeurs. 

De la meme maniere, dans le cas des cellules de tumeur du fore, les genes etrangers peuvent etre places 
sous le controle de promoteurs puissants dans les cellules hepatiques. comme !e promoteur de 
Ta-antitrypsine, de I'albumine, eventueitement additionnes de ("element "enhancer" du virus de I'hepatite B 
(Babinet et al. 1985). 65 
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II est encore possible d'utiliser des promoteurs moins specifiques, de maniere a engendrer des tumeurs de 
plusieurs types (Palmiter 1986). Parmi les elements couramment utilises on peut citer le promoteur-'enhan- 
cer"' de SV40, le promoteur majeur tardif de ('adenovirus, le promoteur de la metallothioneine de souris et le 
promoteur H-2 de souris. 

5 Les elements promoteurs des Ig peuvent encore etre utilises pour augmenter I'expression de genes 
etrangers dans ies hybridomes issus de ta fusion de cellules de rate de souris transgeniques avec des cellules 
de myelome. 

L'isolement de transhybridomes exprimant I'hormone de croissance humaine a ete decrit (Babinet et 
at. 1986) ; le gene est place sous le controle du promoteur H-2K de souris, qui est un promoteur assez faible 
W mais avec un large spectre de cellules notes. 

Les techniques permettant ('introduction du vecteur dans les oeufs sont connues ; en particulier, s'il est 
utile, afin de construire le vecteur, d'utiliser des plasmides comma intermediate de synthese, il est par contre 
preferable d'introduire le vecteur sous forme d'ADN lineaire et debarrasse autant que faire se peut des 
sequences bacteriennes. 

15 Les techniques de reimplantation, de selection et de culture sont elles aussi connues et certaines seront 
decrites plus en detail dans les exemples ci-annexes. 

On peut encore augmenter le niveau d'expression des genes etrangers dans les cellules tumorales ou dans 
les transhybridomes en iiant, a ces genes, un gene amplifiabie de resistance a un inhibiteur (par exemple les 
genes de la dihydrofolate reductase ou de I'adenine deaminase). Apres traitement des cellules, in vitro, avec 
20 I'inhibiteur correspondant (methotrexate ou 2'-deoxycoformycin) on peut selectionner des clones qui 
presentent une co-amplification du gene a exprimer et du marqueur de selection et done une augmentation de 
I'expression du gene etranger. 

La presente invention permet le developpement de nouveaux systemes de production des proteines 
d'interet therapeutique. 

25 . L'inhibiteur de I'elastase neutrophile humaine. I'a-antitrypsine et ses variants du site actif aAT (Leu 35e ), aAT 
(Arg 358 ) et aAT (Ala 357 , Arg 35S ), destines au traitement de t'emphyseme pulmonaire et de troubles 
thrombotiques et d'hypertension, peuvent etre produits par de nouvelles lignees cellulaires. selon I'invention. 
. De nouvelles lignees cellulaires derivees de tumeurs induites dans le foie permettant la production de 
proteines qui necessitent un important "processing'* post-traductionnel, comme le facteur IX. la proteine C et 

30 le facteur VIII de la coagulation sanguine, I'activateur tissulaire du plasminogene (TPA), ta pro-urokinase, etc., 
ainsi que des antigenes viraux (par exemple divers antigenes du virus HIV). 

. D'une maniere plus generate, la presente invention peut etre utilisee pour I'expression et la production de 
toutes les proteines qui doivent etre synthetisees dans des cellules eucaryotes superieures. 
. La technique n'est pas limitee a I'espece souris mais peut egaiement etre appliquee au rat, au poulet, au lapin, 
35 au pore, a ta vache, aux batraciens et aux poissons. 

L'invention concerne egaiement les animaux transgeniques obtenus au cours de la mise en oeuvre du 
procede selon l'invention, ainsi que les cellules et ies lignees cellulaires obtenues. 

Enfin, I'invention a pour objet ies proteines obtenues par le procede selon ('invention, et plus 
particulierement des proteines d'origine hepatique tetles que Talpha-antitrypsine et ses variants, ou les 
40 facteurs VIII et IX de la coagulation sanguine et leurs analogues ayant sensiblement ia meme activite 
therapeutique. 

D'autres caracteristiques et avantages de ('invention apparaitront au cours de la description suivante 
illustree par les figures 1 a 1 1 : 

Figure 1 : Structure du gene de la chaine legere K d'immunoglobuiine de souris, derive de la lignee de 
45 myelome MPC11. 

Figure 2 : Structure du pTG1999 
HCE — "heavy chain enhancer'' 
SS =» sequence signal 

Figure 3 : Construction du vecteur pTG1993 comportant les elements de controle de transcription et de 
50 traduction de l immunoglobuline. 

Abbreviations : HCE "heavy chain enhancer 5 ' ; 

Vlr promoteur de la chatne legere ; sites de restriction : 

B BamHI 

P Pstt 
55 St Stul 

N Nsil 

He Hindi 

E EcoRI 

H Hpal 
50 X Xhol 

Ha Hpal 

C Clal 

Sm Smal 

Figure 4 : Introduction de l*oligonucleotideTG616/617 dans le site Nsil du pTG1958. 
55 Figure 5 : Creation d'un site Clal dans i'intron portant la sequence signal de la chaine legere Ig, dans le 
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M13TG1930. 

Figure 5 : Construction du plasmide pTG1990 permettant introduction du cADN ds I'm AT cans un 
plasmide portant fes elements de controle de transcription et traduction de i'lmmunoglcbulir.e 
(abbreviations : voir figure 3 - M = methionine ; A = arginine). 

Figure 7 : Introduction d'un site Smal dans la region 3 - ' non traduite du cADN de I'cuAT (memes 
abbreviations que dans la figure 3) . 

Figure 8 : Construction du pTG19S9 a partir des plasmides pTG1993 et pTG1990. 

Figure 9 : Detail de la structure du pTG1999 a partir du "Start'' de I'exon 2). 

Figure 10 : Introduction du gene du grand antigene T du SV40 sous te controle du promoteur ce ia 
chaine lourde d'lg dans le pTG1999 (memes abbreviations que cans la figure 3). 

Figure 11 ; Introduction du gene c-myc sous le controle du promoteur de la chaine lourde Ig dans le 
pTG1999 (memes abbreviations que dans la figure 3). 

Meihodes 



1) Manipulations de I'ADN 

D'une maniere generate, on utilisera les methodes classiques, decrites dans "Molecular cloning, a 
laboratory manual" (1982) R. Maniatis, E.F. Fritsch et J.B. Sambrook, Cold Spring Harbor press. 

a. Construction de nouvelles molecules cTADN 



a.1. preparation des vecteurs et des fragments 

Les enzymes de restriction sont utilises conformement aux instructions du fournisseur (New England 
Biolabs et Promega Biotech). 

On incube 1-2 ug d'ADN dans 100 ul avec la quantite d'enzyme necessaire pour donner une digestion 
complete en 2 heures a 37° C. (La digestion est verifiee par analyse electrophorettque en gel d'agarose) 
Pour diminuer le bruit de fond et empecher la religation des vecteurs, ils sont traites a la phosphatase alcaline 
bacterienne ou a la phosphatase intestinale de veau, ce qui elimine les extremites 5' phosphates (on utilise 20 
unites de phosphatase en tampon Tris 0 t 1 M pH 8,0, pendant 2 heures a 37 c C) . L'ADN est purifie par extraction 
au phenol-chloroforme puis precipite a Tethanol et redissous en tampon Tris 10 mM pH7,5 EDTA 1 mM a une 
concentration d'environ 100 ng/ui. 

Les vecteurs a bouts francs sont prepares par digestion a la nuclease Si de Aspergillus oryzae. On incube 5 
ug d'ADN t clive par un enzyme de restriction, avec 10 unites de nuclease Si dans un volume de 100 ul de 
solution de NaCl 0,3 M, CH 3 COONa 0.03 M pH 4,8 et ZnCl2 0,003 M. La reaction est poursuivie a 37' C pendant 
20 minutes puis elle est arretee par addition d'EDTA 10 mM. L'ADN est purine comme decnt plus haut. 

Les fragments d'ADN a inserer dans les vecteurs sont prepares de la maniere suivante : 5 a 10 ug d'ADN 
sont digeres par les enzymes de restriction appropries et les fragments sont separes par electrophorese sur 
gel d'agarose puis ie fragment choisi est recupere a partir du gel (selon la methode classique de Smith H.O. 
Methods in Enzymology (1980) 55, 371-380, ED. Grossman et Moldave). 

Les fragments obtenus apres mutagenese dans les vecteurs M13 ne sort pas repurifies avant insertion 
dans le vecteur puisqu'il n'y a pas de bruit de fond du au M13 apres seiection en ampicilline. 

Les oligonucleotides synthetiques sont traites a la kinase avant d'etre utilises (on incube pendant 30 
minutes a 3? e C. 200 ng d'oligonucleotide 20 ul de melange reactionnel : Tris 50 mM pH 7.6, MgCl2 10 mM. 
2-mercaptoethanol 10 mM, spermidine 0.1 mM, EDTA 0.1 mM et 10 unites de T 4 polynucleotide kinase). 

Les oligonucleotides destines a des mutageneses dirigees sont recuperes a ce stade. par precipitation a 
I'ethanol en presence de 10 ug de t-ARN porteur. 

Les oligonucleotides servant de "linkers" ou d'adaptateurs sont traites de la maniere suivante : 
- quand les 2 brins ne sont pas identiques. ils sont soumis a la kination ensemble ; lappariement des 2 brins 
(ainsi que I'appariement des brins complementaires) se fait par chauffage a 65°C pendant 10 minutes suivt 
d'un refroidissement lent a 30° C puis a 4°C pendant au mcins 4 heures. 

■ a.2. Mutagenese dirigee de fragments d'ADN 

Les fragments d'ADN a muter sont inseres dans un des derives simple brin du phage M13 et sont apparies 
avec des oligonucleotides de synthese portant la sequence voulue. 

a. 3. Ligation des fragments d'ADN 

Les melanges de ligation comprennent generalemeni 100 ng d'ADN du vecteur et 50 a 200 ng d'ADN du 
fragment a inserer ou 100 a 200 p. moles d'oligonucleotice. cans 20 u! de tampon Tris 10 mM pH 7.5. MgCl2 
6mM, 2-mercaptoethanol 6 mM et ATP 2 mM. L'incubation se fai: a 14- C pendant 16 heures ou a temperature 
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ambiante pendant 2 heures. 

a. 4. Transformation des cellules competentes 

5 Des cellules competentes des souches de E. coli 5 K (pour les plasmides) et JM103 (pour les M13) sont 
transformees selon les methodes classiques. 

b. Verification des constructions 

10 Des preparations d'ADN a petite echelle sont realisees a partir des colonies resistantes a I'ampicilline ou a 
partir des plages de M13 et I'ADN est analyse par enzymes de restriction ou par sequencage. 

Le sequencage de I'ADN est effectue par ia methode de Sanger et al. (Proc. Natl Acad. Sci. 1977. 74, 5463). 

c. Preparation des fragments d'ADN en gradient de sucrose 

15 

Les gradients de sucrose (15-25 %) sont prepares en tampon Tris 50 mM pH7,5 EDTA 1 mM ; I'ADN clive, a 
10 u.g dans un volume maximum de 300 ul est charge au sommet du gradient et mis a centrifuger a 20°C 
pendant 16 heures a 30 K. 

Des fractions successives de 400 ul sont recoltees par !e sommet du gradient et analysees par 
20 electrophorese sur gel d'agarose d'un aliquot de 15 ui. Dans les fractions choisies. I'ADN est precipite a 
Pethanol et purifie par extraction au phenol-chioroforme, precipite a I'ethanol et redissous en tampon TE. La 
purete de la preparation est confirmee par electrophorese sur gel. Les dilutions approrpiees sont realisees 
- pour Tinjection (de I'ordre de 5-10 ng/ml). 

25 2) Technique d'obtention de souris transgeniques par injection d'ADN dans I'oeuf de la souris 

On utilise : 

- Des souris capables de produire beaucoup d'ovules et pretes a etre fecondees par des souris males. On 
choisira pour cela des souris de la souche C57xSJL que Ton traitera avec des hormones sexuelles. 

30 - Des souris capables de supporter une gestation ; pour cela on utilisera des souris blanches "Swiss" qui ont 
deja subi une gestation complete. 

On utilisera les souris fecondees C57xSJL pour extraire de leurs ovaires les ovules fecondes. 
Dans les noyaux des ovules fecondees appeles *'oeufs n on injecte I'ADN etranger, puis on reimplante les 
oeufs dans les ovaires des souris porteuses "Swiss" ou ils se developperont. 

35 

a) Preparation des souris C57xSJL 

Deux hormones sont injectees dans la souris avant que celle-ci ne soit mise avec un male. 

- 48 heurs avant, les souris recoivent une injection de PMSG (pregnant marc serum gonadotrophine (FSH) a 
40 10 U/souris) a une dose de 0,2 ml par souris. Ce traitement permet d'obtenir des souris qui produisent 

nettement plus d'ovules que des souris normates. 

- Juste avant de mettre les souris femelles avec les males on leur injecte 0,2 ml de HCG (Human chorionique 
gonadotrophine (LH) a 5 U/souris) ceci pour que la femelte accepte I'accouplement avec le male. 

Les souris restent alors une nuit avec les males avec lesquels elles vont s'accoupler (90 °/o de femelles sont 
45 fecondees). 

Le lendemain matin elles sont separees des males puis tuees. On extrait les deux ovaires de chaque souris 
(de 6 a 10 souris par jour) et de chaque ovaire on extrait les ovules et oeufs qui sont contenus dans une poche 
visible sous microscope. 

50 b) Preparation des oeufs pour ['injection 

Pour maintenir les oeufs en bon etat, Tovaire, une fois extrait est mis dans une solution de Brinster dont on 
equilibre le pH en le laissant dans une etuve a 37° C sous atmosphere de 5 a 6% de CO2. 

Les oeufs extraits de I'ovaire sont encore agglutines par un tissu folliculeux qu'il faut eliminer en les laissant 
55 ' 20 minutes dans une solution de hyaluronidase. Ainsi individualises les oeufs sont laves deux fois dans la 
solution de Brinstere. Ils sont ensuite selectionnes car il y a beaucoup d'oeufs aberrants ou creves. On obtient 
en general 50 a 50 oeufs. Pour les manipuler ensuite sous le microscope, les oeufs sont deposes dans une 
goutte de solution Srinstere-Hepes additionnee de cytochalasine. Cette solution permet a Toeuf d'avoir une 
meilleure resistance a Tinjection. 

60 

c) Injection d'ADN dans les oeufs 

Par observation au microscope (grossissements x100 et x200) les oeufs sont a nouveau selectionnes. On 
separe ceux qui sont fecondes (ils contiennent deux noyaux) de ceux qui ne le sont pas. Les oeufs fecondes 
55 vont alors etre injectes. 
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Pour maintenir I'oeuf en place lors de i'injection cetui-ci est aspire par une grosse aiguille aux bouts arrondis 
; TADN est injecte avec une aiguille tres fine qu'on pique dans un des noyaux ; on poursuit ; injection jusqu'a 
ce qu'on voie la membrane de ce noyau (nucleoplasms) se dilater. 

Les aiguilles sont actionnees a Taide de micromanipulateurs instalies de part et d'autre du microscope. 
Certains oeufs trop injectes eclatent. On les elimine et on ne garde que les oeufs correctement injectes pour ia 5 
reimplantation. 

d) Preparation des souris blanches "Swiss" 

La veille de la manipulation, une quinzaine de souris "Swiss" sont mises avec des males vasectomies, cone to 
incapables de feconder les ovules de la femeile. Apres une nuit avec le male il s'agit de reperer queues 
femelles se sont accouplees avec les males. Pour ce faire ii suffit de reperer a louverture ae i'uterus de is 
souris un bouchon translucide forme par (e liquide spermatique du male. Chaque femeile ayant ce oouchon est 
done consideree comme apte a commencer une gestation. 

Sur une quinzaine de souris femelles, il y en a environ 1 a 5 qui seront selectionnees pour ia reimplantation. 15 

e) Reimplantation des oeufs dans les souris porteuses 

Apres I'anesthesie d'une souris "Swiss" on fait une entaille dans la peau de celle-ci. au niveau ou se trouve 
I'ovaire. Celui-ci une fois repere est retire hors du corps de la souris. On y repere la poche contenant les oeufs. 20 
on y fait une ouverture pour permettre Introduction de la pipette capillaire dans laqueiie on a aspire les oeufs. 
On souffle le contenu de la pipette dans la poche et ainsi les oeufs fecondes et injectes sont prets a panir pour 
le cycle de la gestation. 

On remet ensuite I'ovaire en place et on referme les entailles faites sur la souris. 

25 

3) Production d'hybridomes 

La fusion des cellules de rate et des cellules de myelome pour produire des hybridomes se fait selon la 
technique decrite par Kohler, G et Milstein, 1974 ; Nature 256, 495. 

30 

4) Mesure de Tai-antitrypsine dans le plasma des souris par test EL1SA 

On utilise un test ELISA "en sandwich ', tres sensible (capable de detecteurO.1 ng d'cti-AT) mis au point par 
Michalski et al. 1985, J. Immunol. Meth. 83, 101-112. 

En resume, un anticorps anti-ctAT de chevre est adsorbe sur les cupules des plaques d'immunodeteciion 35 
(Nunc-lmmunoplate). 

Des dilutions en serie d'une solution standard d'cc-AT et des piasmas a analyser sont realisees et mises en 
contact avec les cupules, pendant 1 heure a 37° C. Apres rincage, l"a-AT fixee est revelee par un deuxieme 
anticorps, de lapin. Celui-ci va fixer un anticorps anti-lapin, marque a la biotine. qui va fixer un complexe 
peroxydase-streptavidine (Amersham). Le complexe fixe sera revele avec une solution de 0.1 °/o 4G 
O-phenylenediamine (Sigma)-1 G /o methanol-0.1 °/o peroxyde d'hydrogene-H20. La reaction est arretee apres 
20 minutes par addition d'acide sulphurique 3 M. La reaction coloree est mesuree au spectrophotometre 
Titertek-uniscan. 

Les valeurs mesurees sont portees sur un graphique a doubie ecnetle logarithmique et la courbe etablie 
avec la solution standard d'ct-AT permet de calculer les concentrations de chaque echantillon. js 

Exemple 1 .- 

Expression d'une proteine etrangere dans des souris transgeniques, en utilisant des elements regulateurs de 50 
transcription et de traduction des immunoglobulines. 

A. Construction d'un vecteur d'expression pour Tgr-antitrypsine humaine (variant Arg 359 ) : pTG1999 

55 

Le gene de Ta-antitrypsine humaine a ete choisi comme premier modele. La construction de depart est un 
plasmide qui porte la sequence codante du variant Arg 35e de i'a-AT. pTG1951 (Ce plasmide ne se distingue du 
pTG152 (decrit dans le brevet francais 86.09608) que par un site de restriction ; tout autre plasmide pcrtant le 
mime bloc d'expression pourrait etre utilise). 

La sequence codante de !'a-AT va etre placee sous le controle des elements regulateurs de 60 
I'immunoglobuiine de souris provenant du gene rearrange de la chaine legere K. MPCll, decrit par Kelley et al. 
(1982) (voir figure 1). 

La proteine de la chaine legere est codee par 3 exons : I'exon 1 code pour la plus grande partie de la 
sequence signal (responsable de I'excretion de la proteine hors des cellules). I'exon 2 code pour les 4 derniers 
acides amines de la sequence signal et pour la region variable et I'exon 3 cede pour la region constante. Le 55 
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promoteur est situe dans les 200 paires de bases qui precedent le premier exon et le "enhancer" de 
transcription est situe dans le second intron. II est encore possible que d'autres regions soient importantes 
pour la transcription et la stabilite du RNAm. 

Pour fusionner la sequence codante de I'ct-AT a la sequence signal de la chaTne legere. on est amene a 
5 deleter toutes les sequences en 3' de la sequence signal y compris le "enhancer". Cette deletion peut etre 
compensee par 1'insertion. en amont du promoteur, du "enhancer" de la chaTne lourde des immunoglobulines. 

D'autre part, on ajou*r en aval de la sequence a-AT ie site de polyadenylation du SV40. 
La structure du plasmice pTG1999 est schematisee dans la figure 2. 

La manipulation des sequences de la chaine legere de rig est schematisee dans la figure 3 : le fragment Pstl 
W de 3.5 kb du pK+ MPC11 qui contient la sequence signal et la sequence codant pour ia region variable a ete 
sous-clone dans le site Pstl du plasmide pUC8 pour donner le pTG1958. 

Ce plasmide a ete ouvert au site unique Nsil et les extremites ont ete rendues franches par digestion a la 
nuclease S1, ce qui donne le pTG1967. Un petit oligonucleotide (TG616/617, represents a la figure 4) a ete 
introduit dans le site Nsil ; cet oligonucleotide comprend les sites de reconnaissance par les enzymes de 
15 restriction : Xhol, Hpal, Oak 

Apres insertion de Poligonucleotide dans ('orientation voulue, le site Nsil est regenere d'un cote. Cette 
manipulation permet la recuperation du fragment Nsil-Hindlll du pTG1958 sous forme de fragment Hpal-Hindlll 
pour I'introduire dans un vecteur M13, pour permettre diverses manipulations et le reintroduce dans pTGl958 
du un de ses derives, sous forme de fragment Nsil-Hindlll. Parmi plusieurs clones qui ont integre 
20 ('oligonucleotide, on retient le pTG1967 dont le sequenpage montre qu'il en a integre une seule copie et dans 
1'orientation correcte (figure 4). 

Le fragment Hpal-Hindlll de 2 kb est ensuite introduit dans le M13mp8 ouvert par Smal et Hindi!!, pour 
donner le M13TG1930. Par mutagenese dirigee, on cree un site unique Clal a la jonction entre la sequence 
signaj et la sequence codante de la chaine legere, pour permettre ['introduction d'un gene etranger. Le site 
25 Clal est cree par le changement de 2 nucleotides (voir figure 5) a I'interieur de I'intron ce qui ne doit pas 
entrainer de consequence au niveau de ta sequence en acides amines ; de plus cette mutation est 
suffisamment eloignee du site accepteur d^epissage" normal. La figure 5 detaille la strategie qui a ete suivie. 

Un clone a ete selectionne : M13TG1932. 

Le fragment Nsil-Hindlll de 2 kb du M13TG1932 a ete recupere et reintroduit dans le pTG1991, un derive de 
30 pTG1958. 

Le pTG1991 est un derive du pTG1958 dans tequel on a introduit un fragment de 0.9 kb contentant le 
"enhancer" de la chaTne lourde de I'immunoglobuline, dans le site unique Stul, environ 0,6 kb en amont de 
I'ATG initiateur de la chaTne legere. Le fragment contenant le "enhancer" de la chaTne lourde de rig est le 
fragment Xbal-Xbal decrit par Church et al. (1985). 

35 Ce fragment a ete clone dans le site Xbal de pUC18 pour donner le pTG1962 ; it a ensuite ete recupere sous 
forme d'un fragment Smal-HindIM pour etre introduit dans le site Stul du pTG1958. Un clone a ete retenu, 
pTG1991, qui presente le "enhancer" dans Torientation voulue, comme montre dans la figure 3. 

Le pTG1991 a ete ouvert par Nsil et Hindlll et traite a la phosphatase, pour permettre ('insertion du fragment 
Nsil-Hindlll du M13TG1932 (decrit plus haut), non phosphate. Apres ligation et transformation, les 

40 recombinants sont analyses et selectionnes pour la presence du site Clal. Un des candidats a ete retenu : 
pTG1993. Ce plasmide est pret a recevoir I'insertion d'un gene etranger a exprimer, en particulier. le gene de 
I'ai-antitrypsine. 

Le plasmide pTG1951 (brevet francais 86.09608) porte un insert Bglll-Pstl de 1,3 kb qui contient le cADN de 
la sequence signal et de la proteine mature de I'ai-antitrypsine humaine, variant Arg. 

45 Pour introduire le signal de polyadenylation du SV40 en aval du codon stop du gene a-AT. il est necessaire 
de creer un site de clivage par un enzyme de restriction. Pour cela, on effectue une mutagenese dirigee, dans 
un vecteur M13 (la strategie est schematisee dans la figure 7) : le fragment BamHI-Pstl de 1.1 kb du pTG1951 
est introduit entre les sites BamHI et Pstl du M13mp701, pour donner le M13TG1920. Avec un nucleotide de 
synthese. on cree un site Smal, a I'extremite 3' du M13TG1920. On retient un candidat. M13TG1923, dont la 

50 structure est verifiee par sequencage. 

Un fragment EcoRV-Pstl de 0.45 kb est recupere a partir de cette construction et reintroduit entre les sites 
EcoRV et Pstl du pTG1950 pour donner le pTG1957 (voir figure 3). 

Le signal de polyadenylation de SV40 peut etre recupere a partir d'un plasmide pTG1986 qui derive du pUC8 
par I'addition d un fragment Sall-Bglll de 0.12 kb (ce fragment contient les nucleotides 2533 a 2666 du virus 

55 SV40) qui porte le site de polyadenylation du SV40 oriente de telle sorte qu'il est actif dans le sens 5'— +3' par 
rapport au site Smal. 

On recupere un fragment Stul-Smal de 1 .1 kb du pTG1957 pour Tintroduire dans le site Smal du pTG1986 de 
telle maniere que le site BamHI de Tinsert soit distal par rapport au site polyA. Cette construction est appelee 
pTG1990. 

60 La derniere etape de la construction est ie remplacement du fragment Clal-Hindlll du pTG1993 par le 
fragment BamHI-Hindlll du pTG19S0. Pour relier une extremite Clal avec BamHI, on utilise un adaptateur de 
synthese (voir figures 8 et 9) ; celui-ci comprend egalement les 2 premiers codons correspondent a 
I'ai-antitrypsine mature, qui ont ete deletes par la digestion BamHI. 

Un recombinant, dont la structure a ete verifiee par sequencage. a ete retenu : pTG1999. 

65 
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8. Microinjection du pTG1S99 dans les oeufs de souris 

On sait que la presence de sequences du vecteur (pBR322, pUCS, pUC18) peut avoir un effet inhibiieur sur 
['expression d'un transgene - dans 1'animal. Pour debarrasser la construction Ig-aAT cu pTGi99S ces 
sequences du vecteur, on digere le plasmide par Sail et Xmnl (figure 8). Le fragment recherche, de ^.0 kb. es: 
separe des 2 autres fragments (de 0,8 et 1,8 kb) par centrifugation en gradient de sucrose. Le pool des 
fractions contenant le 4,0 kb est ensuite precipite a I'ethanol, redissous dans 200 ul de tampon TE. extrai: au 
phenol-chloroforme, reprecipite a I'ethanol et redissous dans 10 ui de tampon TE. La solution d'ADN finale esr 
analysee par electrophorese sur gel d'agarose pour verifier ('absence de traces de fragments de vecieu: 
contaminant. 

Cette preparation d'ADN a 40 ng/ml est injectee dans les oeufs fertilises de souris. On injecte environ 500 
copies par oeuf. Au total, on a injecte 1014 oeufs qui ont ete reimplantes dans 72 souris femeiles. On a obtenu 
158 souriceaux. 

On analyse I'ADN de chacun des souriceaux, sur une preparation d'ADN extrait a partir des queues ces 
souriceaux, par hybridation avec une sonde radioactive derivee du pTGl990 par "nick translation"'. Un seui 
souriceau donne un signal positif indiquant la presence du gene, il a ete numerote S.TG1999/1. 

Une deuxieme experience a ete realisee dans les memes conditions ; on a injecte 706 oeufs ; ils cnt ete 
reimplantes dans 32 souris femeiles ; on a obtenu 87 souriceaux vivants. Parmi ceux-ci. 7 ont integre le 
transgene : S.TG1 999/2 a 8. 

La souris S.TG1 999/1 est une femelle. Elle a ete accouplee avec un male et on a etudie sa descendance 
pour verifier si le transgene etait stable d'une generation a ('autre. Parmi 19 souricaux obtenus en 3 portees. 5 
portaient le transgene. ii est done plus probable que la souris S.TG1 999/1 etait une "mosaique" plutot qu une 
souris homogene dont chaque cellule avait integre le gene. 

C. Mesure de Ta-antitrypsine dans le sang de la souris transgenique S.TG1999/1 

La quantite d'a-antitrypsine presence dans le plasma de la souris transgenique a ete determinee par un test 
Elisa (decrit dans le paragraphe Methodes). 
Les resultats sont presentes dans le tableau !. 

On detecte une quantite significative d'a-AT : de 2 a 8 ug/ml. Le modele de mise du gene etranger sous la 
dependance des elements de contrdle de transcription et traduction des immunogiobulines est done bien 
fonctionnet dans la souris. 

D. Production d'ai-antitrypsine par des hybridomes derives de la souris S.TG1999/1 

La souris S.TG1999/1 a ete stimulee avec de I'adjuvant de Freund et sacrifice une semaine plus tard. A ce 
moment on detectait 15 ug/ml d'a-AT dans le sang. 

Les lymphocytes de la rate ont ete prepares et fusionnes avec les cellules de myelome P3.X63Ag8.653. 
48 clones ont ete obtenus et les surnageants des cultures analysees par Eiisa. 

Les 2 clones meilleurs producteurs, A2 ei A5, produisent 3 ng/ml. 
Apres sous-clonage on a obtenu une production de 10-15 ng/ml apres 5 jours de culture. 

Exemple 2 

Induction de tumeurs dans des souris transgeniques avec des vecteurs comportant ie grand antigene T de 
SV40 et le bloc d'expression de 1'ai-antitrypsine humaine. 



A. Construction du vecteur 

On recupere les elements du SV40. la totalite du gene cu grand antigene T et le signal de poiyadenylation. a 
partir d'un plasmide qui a ete construit pour exprimer la gtycoproteine de la rage. pTG173 (brevet francais 
83.15716) mats tout autre plasmide portant les memes sequences pourrait etre utilise. 

Le plasmide pTG173 (figure 10) comprend, entre les nucleotides 2533 et 345. la totalite du grand antigene T 
de SV40 avec son signal de polyadenylation. II peut etre recupere sous forme d un fragment Stul-BamHI de 
2.65 kb mais la coupure par Stul delete la region promoteur precoce jusqu'a I'ATG initiateur. 

Pour introduce un promoteur d'immunoglobuline en amont du gene T de SV40. on a digere le plasmide 
pTG173 avec Stul, qui coupe le plasmide une deuxieme fois dans le gene de la proteine rabique (figure 10). 

Pour recuperer le promoteur de la chaine lourde de rimmunoglobuline de souris. on utilise un plasmide 
pCLSvp, derive de pUC18 qui contient 2 polylinkers et un insert de 400 pb derive de Thybridcme NP-185-2 
decrit par Bothwell et al. (1981). 

Un fragment Smal-Smal est choisi pour etre introduit dans le grand fragment Stul-Stul du pTG173 (figure 
10). par ligation d'extremites a bouts francs. Les transformants obtenus sont analyses pour determiner 
I'orientation de Tinsert Ig et un candidat est retenu : pTG2914. 
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La derniere etape de cette construction est l'insertion des sequences promoteur Ig-gene T de SV40. sous 
forme d'un fragment BamHl, dans le site Bglll du pTG1999 (decrit dans I'exemple 1). 

Le promoteur de la chalne lourde d'lg se retrouve ainsi sous la sequence "enhancer" de la meme Ig et la 
transcription qu'il controle se fait en sens oppose de celle du gene a-AT {figure 10). 

Cette etape necessite une digestion partielle par BamHl, dans des conditions bien controiees, parce qu'il 
existe aussi un site BamHl entre Tantigene T et le promoteur Ig. 

Le fragment d'ADN partiellement digere par BamHl est ensuite insere dans le pTG1999 ouvert par Bglll et 
traite a la phosphatase. 

Les transformants sont analyses pour ('orientation respective de leurs inserts et pour verifier qu'il n'y a pas eu 
de rearrangement dans I'insert de 3.5 kb pendant le clonage. Un candidat a ete retenu : pTG2917. 

Comme dans I'exemple precedent, cette construction a ete debarrassees des sequences du vecteur, par 
digestion cette fois avec I'enzyme FnuDII qui coupe plusieurs fois dans le vecteur mais pas dans le bloc 
d'expression. Le fragment FnuDII de 2,7 kb a ete purifie en gradient' de sucrose et prepare pour la 
microinjection, comme decrit dans I'exemple 1. 

B. Injection du fragment FnuDII de 7,2 kb du pTG2917 dans les oeufs de souris 

On injecte environ 500 copies par oeuf ; 11 66 oeufs ont ete injectes et reimplantes dans 104 femelles ; on a 
obtenu 78 souriceaux vivants ; parmi ceux-ci, 11 ont integre le transgene. 

C. Determination du taux d'g-antitrypsine dans le plasma des souris transgeniques STG-2917 

Les taux d'a-AT mesures dans les plasmas des souris transgeniques sont presentes dans le tableau I (9 
souris - 2 sont mortes pendant les manipulations). 

Les souris qui ont survecu assez longtemps ont ete etudiees une deuxieme fois. Les autres sont mortes soit 
au cours des prises de sang par ponction cardiaque, soit a cause de la croissance de leurs tumeurs. 
Dans les souris S.TG2917/2, 4, 7 et 9, ('augmentation du taux d'a-AT mesure a la deuxieme prise de sang est 
probablement due au deveioppement des tumeurs. 

D. Pathologie des souris transgeniques et formation des tumeurs 

Jusqu'au moment du deveioppement des tumeurs. les souris transgeniques ne se distinguent pas fort des 
souris normales de la meme portee. Cependant certains animaux presentent une morphologie particuliere de 
la tete qui est plus petite et plus ronde et cette caracteristique est transmissible a la descendance. De plus 
certains animaux presentent des troubles neurologiques et moteurs. La cause precise de ces troubles n'est 
pas connue. 

Le deveioppement des tumeurs se produit entre 10 et 18 semaines apres la naissance. Dans la plupart des 
cas on observe une hypertrophie des ganglions lympho'ides et du thymus. On observe parfois de grosses 
masses tumorales derivees des ganglions lymphoides mesenteriques ou brachiaux. On peut observer des 
hyper- ou des hypo-trophies de la rate et parfois un elargissement des gtandes salivaires. On ne trouve pas de 
tumeurs dans le cerveau alors qu'on en decrit pour des tumeurs induites par I'antigene T du SV40 sous le 
controle du promoteur precoce de SV40. 
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E. Propagation des ceilules tumorales in vivo 

La propagation des cellules des tumeurs choisies des souris transgeniques peut s*effectuer par injection 
5 sous-cutanee ou intraperitoneal de 10 s a 10 7 cellules recuperees a partir d'une masse tumoraie (par pression 
legere sur la masse cellulaire), en milieu Eagle -r 10 % FC serum. Les souris receptrices sont des hybrides 
C57xSJL. 

On a tente la propagation des cellules tumorales des souris S.TG2917/1 , 2917/4, 2917/7 et 2917/8. Seuts les 
extraits de S7G2917/8 ont indutt le developpement de nouvelles tumeurs. 
W L'etude post-mortem de ces souris montre une hypertrophic de la rate, du thymus, de I'uterus. L'examen 
histologique de ces tissus montre une invasion par un grand nombre de cellules d'origine lymphoTde. Ces 
cellules sont plus petites que celles qu'on observe dans les tumeurs des souris transgeniques S.TG2926 
(exemple suivant) ce qui indique un stade de developpement ulterieur. 

On a examine le plasma de ces souris portant des tumeurs de 2eme generation : on y trouve de 0,5 a 1 ug/ml 
15 d'a-AT, selon la souris. 

F. Propagation des cellules tumorales in vitro 

On preleve un fragment de tissu tumoral, apres la mort de la souris, et on le place dans 5 ml de milieu de 
20 culture Eagle -f 10 % FC serum -f 50 uM mercaptoethanol + 100 uM asparagine, et on injecte doucement le 
milieu dans la masse tumoraie, pour dissocter les cellules. On recupere les cellules et on inocule entre 10* et 
10 7 cellules par boite de Petri de diametre de 2,5 cm. On incube les cultures a 37° C en atmosphere de 5 % 
CO2, pendant 2 jours. 

Le.surnageant des cultures est ensuite mesure en test Elisa pour determiner la quantite d'a-AT secretee. 
25 On a obtenu 3 ng/ml. 

Exemple 3 

30 Induction de tumeurs dans les souris transgeniques par I'intermediaire d'un vecteur comprtant le gene c-myc 
de souris et le bloc d'expression de I'ai-antitrypsine humaine 



A. Construction du vecteur 

Une construction semblable a celle du pTG2917 a ete realisee ; le gene T de SV40 a ete remplace par un 
fragment Xba-3amHI de 4,8 kb contenant les exons 2 et 3 du gene c-myc de souris. 

Ce fragment a ete recupere a partir du pSV2gpt/c-myc (voir figure 11). Ce plasmide (decrit par Bernard et 
al. 1983) contient un fragment Xbal-BamHI de 4,3 kb qui comprend les 2eme et 3eme exons du gene c-myc de 
souris (le 1er exon est non codant). Le promoteur de la chaine lourde des Ig a ete recupere, dans ce cas-ci, 
sous forme de fragment Xbal, a partir du pCSLvp et introduit en amont du gene c-myc, dans le site Xbai du 
pSV2gpt. Un candidat a ete retenu, pTG2903 ; I'orientation respective des inserts est notee dans la figure 11. 

II existe un site Sail entre le promoteur Ig et le gene c-myc. Pour faciliter les constructions ulterieures et 
recuperer I'ensemble comme un seul fragment de restriction, il est necessaire de supprimer ce site. Pour cela 
on a ouvert le pTG2903 par Sail, digere les extremites simple brin par la nuclease Si et referme le plasmide par 
la ligase T4. ' 

On retient le clone pTG2910 ; ('analyse de sa carte de restriction confirme qu'il a perdu le site Sail mais que 
les site Xbai et Sphl sont conserves, montrant que la digestion Si n'a pas ete poussee trop loin. 

Le fragment BamHI de 5,2 kb du pTG2910 contenant le promoteur de la chaine lourde Ig et le gene c-myc a 
ensuite ete introduit dans le site Bgltl du pTG1999. On retient un transformant, pTG2926 dans lequel la 
transcription de c-myc s'opere en sens oppose de celle de I'a-AT. 

Pour preparer I'ADN a injecter dans les oeufs de souris, on elimine les sequences du vecteur. comme decrit 
plus haut, par digestion par Sail. 

55 B. Injection cu fragment Sail de 8.8 kb dans les oeufs de souris et obtention de souris transgeniques 

On injecte environ 500 copies par oeuf ; on a injecte 1102 oeufs qui ont ete reimplantes dans 50 souris 
femelles ; on a obtenir 69 souriceaux vivants dont 11 portent le transgene (S.TG2926/1 a 11). 

Les resultats sont presentes dans le tableau II. 
Comme dans Texemple precedent, on mesure une quantite significative d'a-AT dans le plasma. 

Deux souris (S.TG2926/3 et 8) sont mortes avant d'avoir ete examinees ; 5 souris sont mortes ou ont ete 
sacrifices entre 8 et 9 semaines apres la naissance et presentaient de nombreuses tumeurs lymphoides ; 3 
souris sont encore vivantes. 

4 souris ont vecu assez longtemps pour etre accouplees avec un male ; 2 seuiement ont donne une 
descendance (S.TG2926/6 et 11). 
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C. Pathologie des souris transgeniques et formation des tumeurs 

Presque toutes tes souris transgeniques de cetie serie soni plus petites que les souris normaies de la 
meme portee. 

Les souris qui developpent des tumeurs presenten- en meme temps un gcnfiemer: des ganglions 
lymphoides axiaux et brachiaux. Ces souris ont aussi ces problemes moteurs et finissent par ne plus ocuger. 
tout en presentant des palpitations constantes. 
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Tableau II ■ Determination du taux d ' a , -AT dans le plasma des souris 

transgeniques obtenues apres injection" du fragment Sail cu 
pTG2926. 



Souris 


Ace au mo- 
ment de la 
raort 

(semaines ) 


(j.g/ml d'c-AT dans 
le plasma 

lere 2eme 
prise prise 


cause de la 
mort 


remarques 


S 


.TG2926/1 


encore 
vivante 


0, 04 0 
10.3.87 30.4.87 




descendance 


S 


.TG2926/2 


9 


1,8 (le jour du 
sacrifice ) 


sacrifiee - 
nombreuses tu— 
meurs lymphoides 




s 


. TG292o/ 3 


4 


NT 


pas examine 




s 


.TG2926/4 


8 


NT 


sacrifiee - 
nombreuses tu- 
meurs 




s 


.TG2926/5 


12 


NT 


mo r tie de ses tu — 
meurs 




s 


.TG2926/6 


12 


20 (le jour de 
sacrifice ) 


sacrifiee - 
nombreuses tu— 
meurs 


descendance 


s 


.TG2926/7 


encore 
vivante 


0,032 0 
10.3.87 30.4.87 






s 


.TG2926/3 




NT 






s 


.TG2926/9 


8 


1,13 ( le jour de 
sacrifice ) 


sacrifiee - 
nombreuses tu— 
meurs lymphoides 




s 


.TG2925/10 


8 


2 (le jour de 
sacrifice ) 


sacrifiee - 
nombreuses tu- 
neurs lymphoides 




s 


.TG2925/11 


encore 
vivante 


0,3 
30.4.87 




descendance 
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Le moment du developpement de la tumeur et de la mort de I'animal varie d'une souris a I'autre. A l examen 
post-mortem, elles presentent toutes une hypertrophie des ganglions iymphoices. du thymus et de ia rate, et 
parfois d'importantes tumeurs derivees des ganglions mesenteriques ou brachiaux. 

Lexamen histologique de ces tumeurs montre une importante infiltration par des cellules d'origlne 
lymphoide, B ou T. 

3 souris (S.TG2926/1, 7 et 11) sont encore vivantes 18 semaines apres leur naissance et ne semblent pas 
affectees par la presence du transgene. 

D. Propagation des cellules tumorales in vivo 



Les cellules sont recuperees a partir des tumeurs des ganglions brachiaux ou du thymus, comme decrit 
dans I'exempie precedent, et injectees par voie sous-cutanee ou intraperitcneaie. a une cose de 10 5 -10 7 
cellules par souris (C57xSJL). 

Toutes les souris injectees tombent malades dans les 2 semaines qui suivent linjecrion. avec des 
symptomes semblables a ceux des souris transgeniques de premiere generation. r5 
On mesure un taux d'a-AT de 1 a 2 ug/ml dans le plasma. 

Les cellules tumorales peuvent etre recuperees et reinjectees sur de nouvelles souris : celles-ci 
developpent Jes memes tumeurs et produisent de 1 a 2 ug/ml d'a-AT dans le plasma. 

L'examen histologique des souris reinjectees montre que les tumeurs ont la meme morphologie et la meme 
localisation que dans les premieres souris transgeniques. On constate que les tumeurs induites par le 20 
pTG2926 ont un caractere tres agressif et invasif. 

On a tente d'obtenir des tumeurs d'ascites d'Ehrlich, par injection intraperitoneale des cellules tumorales 
dans des souris preaiablement traitees au pristan. Les souris n'ont pas developpe de tumeurs d ascites mais 
ont presente une hypertrophie des ganglions lymphatiques, surtout mesenteriques. et la formation de 
tumeurs. Cette experience montre done la necessite. pour la multiplication de ces cellules transformees. d un 25 
environnement physiologique ty pique de iissu iymphoTde. 

E. Propagation des cellules tumorales in vitro 

Les cellules tumorales ont ete mises en culture, comme dans I'exemple 2. 30 
Le surnageant des cultures a ete mesure en test Elisa ; on obtient de 50 a 600 ng d'a-AT/ml. 
II est done possible d'obtenir des itgnees cellulaires permanentes qui expriment et secretent I'a-AT. 
Les conditions de culture et de production peuvent encore etre optimisees. 

F. Etude de la descendance des souris transgeniques S.TG2926 35 

Quelques souris ont donne une descendance (voir tableau II) : la souris S.TG2926/6 a donne 15 souriceaux 
dont 8 portaient le transgene ; la S.TG2926/11 a donne 13 souriceaux dont 6 portaient le transgene. 
La descendance des souris S.TG2926/1 et 7 ne portait pas le transgene. 

-10 

Depot de souches representatives de rinvention 

Les souches suivantes ont ete deposees a la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (25 Rue 
du Dr. Roux, Paris), le 15 juin 1987 : 

5K/pTG1999 sous le n° I668 -*5 
5K/pTG2917 sous le n° I659 
5K/pTG2926 sous le n a I670. 
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Revendications 

10 

I) Procede de preparation d'une iignee cellulaire stable produisant une proteine determinee, 
caracterise en ce que : 

a) - on prepare un vecteur comportant 

15 - une sequence oncogene ainsi que les elements assurant son expression dans une cellule 

eucaryote superieure, 

- un bloc d'expression qui comprend au moins la sequence codant pour ladite proteine ainsi que les 
elements assurant son expression dans une cellule eucaryote superieure tumorale ; 

b) - on introduit ce vecteur dans un ou plusieurs oeufs d'un animal et on reimplante le ou les oeufs 
20 obtenus ; 

c) - on selectionne les descendants ayant integre I'oncogene et qui developpent des tumeurs ; 

d) - on preleve et on cuitive sur un milieu approprie les cellules tumorales ainsi obtenues et qui 
produisent la proteine determinee afin d'obtenir une Iignee cellulaire. 

_ 2) Procede selon la revendication 1 , caracterise en ce qu'avant d'etre cultivees a I'etape d), les cellules 
25 tumorales prelevees sont reinjectees dans un autre animal pour induire le developpement de nouvelles 

tumeurs dont les cellules seront cultivees pour obtenir une Iignee cellulaire. 

3) Procede selon Tune des revendications 1 et 2, caracterise en ce que les cellules tumorales prelevees 
et cultivees sont celles d'un animal d'une generation suivante developpant egalement des tumeurs. 

4) Procede selon Tune des revendications 1 a 3, caracterise en ce que I'oncogene est choisi pour 
30 pouvoir s'exprimer dans I'anima! traite. 

5) Procede selon la revendication 4, caracterise en ce que I'oncogene est choisi parmi : c-myc. c-ras, 
c-fos et I'antigene T de SV40. 

6) Procede d'obtention de lignees celiutaires produisant une proteine determinee selon ia 
revendication 1 , caracterise en ce que : 

35 a) - on prepare un vecteur comportant 

- un bloc d'expression qui comprend au moins la sequence codant pour ladite proteine ainsi que les 
elements assurant son expression dans une cellule eucaryote superieure ; 

b) - on introduit ce vecteur dans un ou plusieurs oeufs d'un animal et on reimplante le ou les oeufs 
obtenus ; 

40 c) - on selectionne les descendants ayant integre la sequence codant pour ladite proteine ; 

d) - on fusionne les lymphocytes de la rate de ces animaux avec des cellules de myelome et on 
selectionne des clones d'hybridome produisant la proteine. 

7) Procede selon Tune des revendications 1 a 6, caracterise en ce que le vecteur est pratiquement 
depourvu d'ADN bacterien. 

45 8) Procede selon Tune des revendications 1 a 7, caracterise en ce que le vecteur est un fragment 

d'ADN lineaire. 

9) Procede sefon Tune des revendications 1 a 8, caracterise en ce que les elements assurant 
I'expression de I'oncogene et ceux assurant ('expression de la proteine determinee sont specifiques d'un 
tissu ou d'un type de cellule. 

50 10) Procede selon Tune des revendications 1 a 9, caracterise en ce que les elements assurant 

['expression comprennent un promoteur et un activateur de transcription. 

II) Procede selon Tune des revendications 1 a 10, caracterise en ce que le gene codant pour ladite 
proteine est associe a un gene d'amplification et en ce que Ton amplifie le nombre de copies du gene 
codant pour ladite proteine en utilisant le gene d'amplification dans les cellules obtenues. 

55 12) Procede selon la revendication 1 1 , caracterise en ce cue le gene d'amplification est choisi parmi le 

gene de la dihydrofolate reductase ou de I'adenine deaminase. 

13) Procede selon Tune des revendications 1 a 12, caracterise en ce que pour I'expression de 

('oncogene et de la proteine dans une cellule lymphoide, les elements assurant ('expression sont les 

elements regulateurs de Timmunoglobuline. 
60 14) Procede selon la revendication 1 3. caracterise en ce que le ou tes promoteurs sont choisi parmi : 

. P.lg (LC) qui represente le promoteur de la chaine legere des immunoglobulines, et 

. P.lg (HC) qui represente le promoteur de la chaine lourde des immunoglobulines, 

et Tactivateur de transcription est : 

. (enh).lg qui represente le "enhancer" de la chaine lourde des immunoglobulines. 
55 15 ) Procede selon I'une des revendications 1 a 12, caracterise en ce que pour I'expression de 
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('oncogene et de ta proteine dans les cellules hepatiques, ies elements assurant ('expression son: zes 
elements regulateurs de la synthese d'une proteine hepatique ou d'un virus hepatique. 

16) Procede selon la revendication 15, caracterise en ce cue le promoteur est cncssi parmi i=s 
promoteurs de Falpha-antitrypsine, de I'albumine et I'activateur de transcription es: celui du virus de 
('hepatite B. 

17) Procede selon Tune des revendications 1 a 16. caracterise en ce que V animal est choisi parrni .es 
mammiferes, ies oiseaux, les reptiles et les poissons. 

18) Procede selon Tune des revendications 1 a 17, caracterise en ce que la proteine determines est une 
proteine d'interet therapeutique choisie parmi les proteines humaines ou animales et les arsigenes v^aux 
ou d'autre origine. 

19) Procede selon la revendication 18, caracterise en ce que la proteine determinee es: une proteine 
humaine d'origine hepatique et en ce que la lignee celiulaire obtenue est une lignee de tumeur nepa-ique. 

20) Procede selon la revendication 18, caracterise en ce que la proteine determinee est c-.cisie carrr.i : 
. I'alpha-antitrypsine, 

. les facteurs de coagulation du sang, 

. leurs variants ou analogues ayant ou non sensiblement la meme activite therapeutique. 

21) Procede selon la revendication 20, caracterise en ce que la proteine determinee est cnoisie parrri !e 
facteurVllletle facteur IX. 

22) Animal transgenique obtenu par la mise en oeuvre du procede selon Tune des revendications * a 
21. 

23) Animal selon la revendication 22, caracterise en ce qu'il s'agit d'une souris. 

24) Cellule d'un animal transgenique selon Tune des revendications 22 ou 23. caracterisee en ce quelle 
exprime ('oncogene et la proteine determinee. 

25) Cellule selon la revendication 24, caracterisee en ce qu'il s'agit d'une cellule lympho;de ou d une 
cellule hepatique. 

26) Tumeurs resultant de la transformation des cellules seton Tune des revendications 24 cu 25. 

27) Lignees cellulaires pouvant etre obtenues par le procede seion Tune des revendications 1 a 21. ou 
derivant des tumeurs selon la revendication 26. 

28) Procede de preparation d'une proteine determinee a partir de cellules eucaryotes superieures. 
caracterise en ce qu'on utilise les lignees cellulaires selon la revendication 27 et on recuoere la proteine 
obtenue. 

29) Proteine obtenue par le procede seion la revendication 28. 

30) Proteine obtenue par le procede selon la revendication 28, caracterisee en ce qu'il s'agit de 
Talpha-antitrypsine ou d'un de ses variants. 

31) Proteine obtenue par le procede selon la revendication 28, caracterisee en ce qu'il s'agit du facteur 
VIII ou du facteur IX de ta coagulation sanguine ou d'une proteine ayant la meme activite biolcgique. 
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